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@ Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 

(|7) Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Strepto- 
coccus mutans dadurch gekennzeichnet, dafS 
eine biologische Probe entnommen wird, 
in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PCR ge- 

geben wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, 

die 

an fur Streptococcus mutans spezifischen Teilsequenzen 
im 16S-rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definlerte Menge einer Standard- 

DNAenthalt, 

die in einer vorangegangenen PCR-Real<tion unter Ver- 
wendung von Vorwarts-P rimer und einem Hybrid-Primer, 
der 

an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und Ruck- 
warts-Primer amplifizierten Templatesequenz bindet und 
an seinem 5'-Ende die Sequenz des Ruckwarts- Primers 
tragt, hergestellt wurde 

und der an sich bekannte, fur die PCR erforderliche Hilfs- 
und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlief^lich der biologischen Probe 40 ma! 
folgendem Temperaturregime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, 
Annealing: 1 min 55°C, Extension: 1 min 72°C, Final Ex- 
tension: 10 min 72°C 

und quantltativ die balden entstandenen Produkte entwe- 

der 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegeieiek- 
trophorese und DNA-Farbung mittels Ethidiumbromid 
durch Videodensitometrie oder 

bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'-bioti- 
nylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem Strepta- 
vidin durch Hybridisierung mit zwei an verschiedene Pro- 
duktsequenzen bindende, Digoxigenin-markierte Sonden 
mittels Enzyme-linked Oligonukleotide Sorbent Assay un- 
ter Verwendung Enzym-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper 
bestlmmt werden 

und anschliefSend aus dem Verhaltnis der beiden Produkt- 
konzentrationen und der bekannten Menge deszum PCR- 
Ansatz zugegebenen Standards die DNA-Menge der Pro- 
be ermittelt wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Gesamtzahl von Eubakterien sowie der Anzahl 
von Eubakterien einzelner Spezies. 

[0002] Es ist bereits bekannt, Eubakterien nachzuweisen 
und ihrc Zahl zu crfasscn. Im allgcmcincn crfolgt dabci 
keine Differenzierung der Bakterienspezies, zumindest ist 
diese nicht ausreichend. So hat das Kultivieren von Eubak- 
terien auf Nahrmedien den Nachteil, daB viele Bakterienar- 
ten gar nicht angesprochen und zum Wachstum veranlaBt 
werden. Die Ursache iiegt in der mangelnden Eignung der 
kommerziellen oder iibiichen Nahrmedien. Viele Bakterien- 
arten wachsen nur recht und schlecht, was auch auf die bis- 
her unzureichende Erforschung der Kultiviemngsbedingun- 
gen fiir viele Bakterien zuruckzufiihren ist. 
[0003] Fiir die quantitative Erf assung einzelner B akterien- 
spezies ist weiterhin die Unspezifitat der Nahrmedien nach- 
teilig. Mehrere Keimspezies wachsen mit ahnlicher Intensi- 
tat und verhindem eine Differenzierung. Es konnen auch 
nicht alle gewiinschten Spezies erfaBt werden, well eben nur 
lebende, unbeschadigte Zellen wachsen, wahrend die ande- 
ren aus einem Nachweis herausfallen. Dazu kommt, daB die 
Stoffwechselprodukte der einen Spezies das Wachstum der 
anderen storen konnen, so daB eine weitere MeBergebnis- 
verfalschung Platz greift. 

[0004] Nachteilig sind auch Zeitbedarf und Kosten. Der 
Zeitbedarf resultiert aus der gegebenen Geschwindigkeit der 
Zellvermehrung, die Kosten aus der Notwendigkeit der Ver- 
wendung spezieller Substrate, dem Einhalten spezifischer 
Kultur-bedingungen und der Pflege der Kulturen, die appa- 
rativen und manuellen Aufwand erfordert. 
[0005] Ein Tell der Bakterien darf aus Griinden erlassener 
Vorschriften nur mit Testkits untersucht werden. Diese sind 
teuer. Der Ausweg ware das Durchfiihren der Arbeiten in ei- 
nem zertifizierten Labor. Das ist noch teurer und fiir Routi- 
neuntersuchungen nicht mehr denkbar. 
[0006] Es ist weiterhin bekannt, Eubakterien durch Pha- 
senkontrast- und/oder Dunkelfeidmikroskopie nachzuwei- 
sen und zu bestimmen. 

[0007] Das hat aber den Nachteil, daB die Identifizierung 

subjektiv verfalscht ist. Ursache dafiir ist die Beurteilung 
des Gesichtsfeldes im Mikroskop durch einen zwar erfahre- 
nen Mikrobiologen, der aber doch auf visuelle Weise arbei- 
tet mit den daraus resultierenden Fehlerquellen. Auf diese 
Weise konnen Gruppen von Bakterienspezies identifiziert 
werden, meist keine einzelnen Arten. Der Grund ist in der 
habituellen Ahnlichkeit der Untersuchungsobjekte zu sehen. 
Nachteilig ist weiterhin, daB der Analyt nur im status quo 
untersucht werden kann. Das kommt daher, daB unter den 
Analysebedingungen die Bakterien nicht wachsen konnen. 
[0008] Weiterhin sind Arbeiten bekannt geworden, Eu- 
bakterien liber ihre Stoffwechselprodukte zu identifizieren. 
AUerdings sind viele Bakterien so nicht zu erf as sen. Das 
liegt daran, daB nur eine begrenzte Anzalil von Stammen 
und Arten spezifisch nachweisbare Stoffwechselprodukte 
freisetzt. Das wiederum fiihrt dazu, daB Gruppen von Bakte- 
rien erfaBt werden, weil verwandte Arten auch ahnUche 
Stoffwechselprodukte ausschcidcn. Und cine Quantifizic- 
rung der Bakterien iiber ihre Stoffwechselprodukte ist gleich 
gar nicht moglich, weil die Intensitat des Stoffwechsels we- 
der steuerbar noch reproduzierbar ist. 
[0009] Es ist darilber hinaus bekannt, Eubakterien mit im- 
munologischen Methoden nachzuweisen. Diese Methoden 
sind teuer. Ursache ist das notwendige Verwenden polyklo- 
naler Antiseren oder monoklonaler Antikorper, die nur unter 
hohem Zeit- und Mitteleinsatz selbst herzustellen oder teuer 
zu erwerben sind. Diese Methoden haben sich daher nicht 



allgemein durchsetzen konnen. Eine Quantifizierung einzel- 
ner Bakterienspezies mittels immunologischer Methoden ist 
nur bedingt moglich, da die Expression von Antigenen star- 
ken Schwankungen unterliegen kann. Fiir eine Erfassung 
5 der Gesamtbakterienzahl eignen sich immunologische Ver- 
fahren wegen der hohen Spezifitat der Antikorper prinzipiell 
nicht. 

[0010] SchlieBlich sind nucleinsaurebasierte Methoden 
bekannt. Diese werden in Hybridisierungsmethoden und in 
Polymerasekettenreaktion (PCR)-Verfahren unterschieden. 
Die Hybridisierungsmethoden setzen die Kenntnis geeigne- 
ter, meist mehrere hundertBasenpaare langer Zielsequenzen 
voraus. Bisher zeigt sich, daB die erreichte Sensitivitat der 
Hybridisierungsverfahren unzureichend ist. Die Ursache 
liegt darin, daB nur die gerade vorhandene Zahl von Bakte- 
rien nachgewiesen wird und keine Vermehrung des Analy- 
ten geschieht. Die bisher eingesetzten sekundaren Verstar- 
kungsmittel sind storanfallig und verhindern letztHch eine 
ausreichend genaue Quantifizierung. Hohe Sensitivitat ist 
nur durch radioaktive Methoden zu erreichen. Die Begleit- 
umstande aber sind eine aufwendige Methodik und Schwie- 
rigkeiten bei der Entsorgung der radioaktiven Abfalle. 
[0011] Die PGR setzt die Kenntnis zweier kurzer, in geeig- 
netem Abstand (hundert bis 2000 Basenpaare) voneinander 
entfemter Sequenzen fiir die Primerbindung voraus. Sie ist, 
neben der Kultivierung, die einzige Keimnachweismethode, 
bei der eine Vennehrung des Analyten erfolgt. Der Keim- 
nachweis erfolgt iiber die Amplifikation der Zielsequenz 
(Template). Die PGR ist eine qualitative Methode. Zwischen 
Template- und Produktmenge besteht ein extrem nichtlinea- 
rer, von zahlreichen experimentell schwer kontrollierbaren 
EinfluBgroBen bestimmter Zusammenhang. Daher erlaubt 
die PGR beim Bakteriennachweis nur eine ja/nein-Antwort, 
bestenfalls eine halb-quantitative Abschatzung der Keim- 
mengen, jedoch keine Quantifizierung. Die Kombination 
von hoher Sensitivitat und fehlender Quantifizierbarkeit 
fiihrt leicht zu falsch-positiven Ergebnissen. Damit ist die 
PGR fiir den Nachweis von Bakterien oft zu empfindlich 
und hat sich deshalb bisher in der Praxis nicht durchsetzen 
konnen. 

[0012] Es ist weiterhin die technische Lehre des 

EP 0 692 540 A2 bekannt. Diese europaische Patentanmel- 
dung beschreibt die Verwendung von Oligonukleotidpri- 
mern, die zur Amplifikation einer Sequenz dienen, die cha- 
rakteristisch fiir Eubakterien ist. Ein Nachteil besteht darin, 
dalB es sich dabei nur um ein rein qualitatives Verfahren, 
d. h. ein Nachweisverfahren, fiir Bakterien handelt. Solche 
PGR-basierte Nachweisverfahren gibt es, auch fiir einzelne 
Bakterienspezies, zahlreiche. Die Autoren der vorHegenden 
Patentanmeldung haben friiher selbst solche Verfahren ent- 
wickelt und pubhziert (Furcht, G., Eschrich, K. und Merte 
K. Detection of Eikenella corrodens and Actinobacillus ac- 
tinomycetemcomitans by use of the polymerase chain reac- 
tion (PGR) in viti'o and in subgingival plaque) J Glin Peri- 
odontol 23: 891-897 (1996). 

[0013] Der entscheidende Nachteil aller dieser Verfahren, 
und damit die Ursache dafiir, daB diese Verfahren keine 
breite Anwendung fanden, liegt in der hohen Sensitivitat der 
PGR und in dcrcn qualitativcm Gharaktcr. Dies fiihrt dazu, 
dass bei Optimierung der P(]R-Bedingungen bereits ein 
oder wenige Bakterien je Probe nachweisbar sind und sich 
die Ergebnisse fiir ein Bakterium oder 1 Million Bakterien je 
Probe nicht signifikant unterscheiden. Damit fallen bei bio- 
logischen Proben fast alle PGR- Tests positiv aus und der In- 
formation sgewinn ist sehr gering. ErforderHch ist eine tech- 
nische Losung, die zu einer quantitativen Bestimmung mit- 
tels einer speziell konzipierten PGR fiihrt. 
[0014] EP 0 692 540 A2 beschreibt ein Verfahren zum 
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Nachweis von Eubakterien in ihrer Gesamtheit und gibt 
dazu einen Testkit an. Auf einen Nachweis einzelner Bakte- 
rienspezies ist nicht hingewiesen. Der Nachweis einzelner 
Bakterienspezies mit den gleichen Primem und Sonden ist 
nicht moglich. 5 
[0015] Die Patentanmeldung WO 92/05280 A 1 be- 
schrcibt cbcnfalls cin nur qualitativcs Vcrfahrcn zum Nach- 
weis von Bakterien. Das angegebene Verfahren beruht - ab- 
gesehen von seiner nur qualitativen Natur - aber auch auf ei- 
nem anderen Prinzip als das nachfolgend offenbarte. Die 10 
PGR kann in WO 92/05280 Al als vorgeschaltete Hilfsreak- 
tion zur Vermehrung der Proben-DNA dienen, ist aber dazu 
nicht zwingend erforderlich. Unabhangig davon, welche 
Bakterien nachgewiesen werden sollen, werden stets die 
gleichen Primer, die sich an konservierte Sequenzen binden, 15 
verwendet. Die in WO 92/05280 Al beschriebene Methode 
besteht im eigendichen Nachweis der unterschiedlichen 
Spezies, der durch eine Serie von Hybridisierungsreaktio- 
nen mit verschiedenen Sonden, die alle an 16S rDNA bin- 
den, erfoigt. Es sind stets moglichst vieie Hybridisierungsre- 20 
aktionen mit verschiedenen Sonden erforderlich. Das Er- 
gebnis jeder einzelnen Hybridisierung bedeutet fiir sich al- 
lein nichts. Ergebnis der Methode ist die "Hybridisation si- 
gnature", die sich aus einer Kombination von Bindungs- 
wahrscheinUchkeiten ergibt. Die in WO 92/05280 A 1 ver- 25 
wendeten Sonden sind 5-10, eventuell 4-15 Basenpaare 
lang. Die vorliegend eingereichte Erfindung bewirkt aber, 
daB die PGR als quantitative PGR die eigentliche Bestim- 
mungsmethode ist, die den Nachweis unvermeidlich ein- 
schlieBt. Die PCR-Primer unterscheiden sich in Abhangig- 30 
keit vom Bestimmungsobjekt. Zur Ermitdung der Mengen 
an PGR-Produkten konnen, miissen aber nicht, Sonden ein- 
gesetzt werden. Wenn Sonden verwendet werden, dann rei- 
chen genau zwei Sonden fiir eine quantitative Bestimmung. 
Es wird keine "H3^bridisation signature" ermittelt, sondern 35 
die Menge der PGR-Produkte wird nach Bindung der Son- 
den quantitativ bestimmt. Die Sonden werden so konstru- 
iert, daB sie exakt binden. Bindungswahrscheinlichkeiten 
spieien also keine Rolle. 

[0016] Aus einer Publikation von Blok, J. J. et al. aus 1 997 40 
(Bio Techniques 22 (1997) 700-704) ist bekannt, daB fiir die 
Quantifizierung der PGR-Produkte das QPGR-System 5000 
(Applied Biosystems) eingesetzt wird. Dieses Gerat erlaubt 
und erfordert eine Quantifizierung der PGR-Produkte wah- 
rend der exponentiellen Phase der Reaktion. Blok et al. be- 45 
nutzen jeweils eine der DNA-Proben als Kompetitor fiir die 
Amplifikation einer zweiten Probe (in der Arbeit titrieren sie 
Pseudomonas aeruginosa 16S rDNA gegen E. coli 16S 
rDNA und umgekehrt). Dies bedeutet, sie benutzen 

50 

1) einen heterologen Standard und 

2) sie benutzen vorgefundene DNA als Standard. 

[0017] Die Veiwendung eines heterologen Standards er- 
zwingt eine Bestimmung vor der stationaren Phase der PGR 55 
und eine vergleichende Uberpriifung der Amplifikationseffi- 
zienz in jedem konkreten Fall (wie in Fig, 1, Blok et al., 
1997, dargestellt). 

[0018] Die Autorcn dcs vorlicgcndcn Patents stcllcn die 
DNA-Standards unter Verwendung eines jeweils speziell 60 
entworfenen Hybridprimers selbst her (nachfolgend Abb, 
1). Damit wird ein homologer Standard synthetisiert, der, 
verglichen mit der jeweils zu amplifizierenden DNA, kei- 
nerlei fremde Sequenzen enthalt. Dies wiederum erlaubt es, 
in jedem Fall von praktisch identischen Amplifikationseffi- 65 
zienzen von Proben- und Standard-DNA auszugehen und 
ermoglicht dadurch die Analyse der PGR-Produkte in der 
stationaren Phase der PGR. 
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[0019] Lee et al. (Appl. Environ. Microbiol. 62 (1996) 
3787-3793) besclireiben die Isolierung von DNA aus einer 
Bodenprobe mittels quantitativer PGR. AUerdings wird 

1) kein homologer, sondern ein heterologer innerer 
Standard fiir die quantitative PGR verwendet, der 

2) durch Einfugcn cincs 121 Basenpaare langcn 
Fremd-(gleich Plasmid-)DNA-Fragments in eine Re- 
striktionsstelle 

3) innerhalb klonierter 16S rDNA hergestellt wird. 
Die Einfugung fremder DNA in einen Standard erfor- 
dert eine vergleichende Uberpriifung der Amplifikati- 
onsefifizienz in jedem konkreten Fall. 

[0020] Demgegeniiber stellen wir 

1) homologe DNA-Standards 

2) unter Verwendung eines jeweils speziell entworfe- 
nen Hybridprimers 

3) mittens PGR her. 

[0021] Die in Lee at al. (1996) zitierte Arbeit von Zachaar 
et al.. Null. Aids Res., 1993, beschreibt das Prinzip der Me- 
thode der kompetitiven PGR mit kloniertem homologem in- 
neren Standard. Der Standard wird mittels Deletion aus klo- 
nierter Wildtyp-DNA hergestellt. Auf eine mogliche An- 
wendung dieser Methode zur Quantifizierung von Mikroor- 
ganismen findet sich kein Hinweis. 

[0022] Die beschriebenen Nachteile des bekannten Wis- 
sensstandes und die Analyse ihrer Ursachen bestatigt die 
Notwendigkeit, Moglichkeiten zu einer passablen Losung 
des Problems der quantitativen Bestimmung einzelner Eu- 

Bakterien spezies zu suchen. 

[0023] Die Erfindung hat demgemaB das Ziel, eine einfa- 
che, schnelle und preiswerte Methodik anzugeben, nach der 
Eubakterien nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden 
konnen. 

[0024] Die Aufgabe ist darin zu sehen, in Ausgangspro- 
ben vollig unterschiedlicher Herkunft, zum Beispiel in hu- 
manem Gewebe, in Sputum, aber auch in Abwasser, Kom- 
postabluft und dergleichen Eubakterien zu bestimmen. Da- 
bei soil eine Gesamtbestimmung der Bakterien ebenso mog- 
lich sein wie der Einzelnachweis und die entsprechende Be- 
stimmung einzelner Bakterienspezies. Jedermann soil den 
Bakterientest durchfuhren konnen, unabhangig von der Pa- 
thogenitat der nachzuweisenden Erreger. 
[0025] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch ge- 
lost, dal3 wie folgt verfahren wird. 

[0026] Von den verschiedenen methodischen Varianten 
der quantitativen PGR wird die kompetitive qPGR mit ho- 
mologem inneren Standard als Grundlage gewahlt. Eine sol- 
che qPGR-Methode wird zur Bestimmung der Gesamtbakte- 

rienzahl ven^^endet (Verfahren zur quantitativen Bestim- 
mung von Eubakterien in ihrer Summe). Dazu werden durch 
Datenbankanalyse hochkonservierte Teilsequenzen in den 
16S rRNA-Genen von Eubakterien gesucht und zwei dazu 
komplementare PGR-Primer (Vorwarts- und Riickwarts-Pri- 
mer) synthetisiert. Mit diesen Primem ist ein PGR-Nach- 
wcis von Eubakterien unterschiedlicher Spezies moglich. 
Dagegen werden mit Archaebakterien und Eukaryonten 
keine Amplifikate erhalten. Zur Gewinnung des homologen 
Standards wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine 
Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und Riickwarts-Pri- 
mer amplifizierten Templates equenz bindet und an seinem 
5'-Ende die Sequenz des Vorwarts- oder Ruckwarts-Primers 
tragt. Mit dem Hybrid-Primer und dem Riick warts-Primer 
wird durch PGR mit E. coli DNA als Template der Standard 
synthetisiert. Bei Zugabe bekannter Mengen dieses Stan- 
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dards zu bakterienhaltigen Proben und anschlieBender PCR 
mit dem Vorwarts- und dem Riickw arts -Primer wird ein 
Amplifikatgemisch erhalten, dessen Zusammensetzung aus 
PCR-Produkt von Bakterien-DNA und PCR-Produkt vom 
Standard exakt das Verhaltnis der Molekiile von Bakterien- 5 
DNA und Standard in der Probe widerspiegelt. Aus diesem 
Verhaltnis und der bekanntcn Menge zugesetzten Standards 
kann die in der Probe vorhandene Menge Bakterien-DNA 
bestimmt werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant 
ist, erlaubt das Ergebnis eine Ermittlung der Zellzahl. Die 10 
Bestimmung der Mengen verhaltnis se der PCR-Produkte 
von Bakterien-DNA und Standard-DNA erfolgt entweder 

- nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarose- 
gelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 15 
umbromid durch Videodensitometrie oder 

- (bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5*- 
biotinylierter Form) nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 20 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay (ELOSA) unter Verwendung En- 
zym-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper. 

[0027] Die quantitative Bestimmung einzelner Bakterien- 25 
spezies erfolgt mit analogen Methoden der kompetitiven 
P(]R. Abweichend zum obigen Vorgehen werden dabei 
durch Datenbankanalyse gerade speziesspezifische Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gen des jeweiligen Bakteriums ge- 
sucht und zwei dazu komplementare PCR-Primer (Vor- 30 
warts- und Ruckwarts-Primer) synthetisiert. Die Spezifitat 
dieser Primer wird in PCR iiberpruft, die PCR-Bedingungen 
entsprechend optimiert. Zur Gewinnung des homologen 
Standards wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine 
Basenfolge innerhalb der mit den Primern amplifizierten 35 
Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz 
des Vorwarts-Primers tragt. Mit dem Hybrid-Primer und 
dem Ruckwarts-Primer wurde durch PCR mit DNA der zu 
quantifizierenden Bakterienspezies als Template der Stan- 
dard synthetisiert. Bei Zugabe bekannter Mengen dieses 40 
Standards zu bakterienhaltigen Proben und anschlieBender 
PCR mit dem Vorwarts- und dem Ruckwarts-Primer wird 
ein Amplifikatgemisch erhalten, dessen Zusammensetzung 
aus PCR-Produkt von Bakterien-DNA und PCR-Produkt 
vom Standard exakt das Verhaltnis der Molekiile von Bakte- 45 
rien-DNA und Standard in der Probe widerspiegelt. Aus die- 
sem Verhaltnis und der bekannten Menge zugesetzten Stan- 
dards kann die in der Probe vorhandene Menge Bakterien- 
DNA bestimmt werden. Da die DNA-Menge pro Zelle kon- 
stant ist, erlaubt das Ergebnis eine Ermittlung der Zellzahl. 50 
Die Bestinunung der Mengenverhaltnisse der PCR-Pro- 
dukte von Bakterien-DNA und Standard-DNA erfolgt wie 
oben fur die eubakterienspezifische PCR beschrieben. 
[0028] Die Spezies- spezifischen Methoden der kompetiti- 
ven PCR wurden von uns bisher fiir mehrere zahn- und 55 
zahnbetterkrankungsrelevante pathogene Bakterien entwik- 
kelt. Sie eignen sich jedoch prinzipiell zur Quantifizierung 
alter Eubakterien, fiir die 16S rRNA-Gensequenzen bekannt 
sind. 

60 

Ausfiihrungsbeispiele 

1. Verfahren zurquantitativen Bestimmung von Eubakterien 
in ihrer Summe 

65 

Von^^arts-Primer: ACTACGTGCCAGCAGCC 
Ruckwarts-Primer: GGACTACCAGGGTATCTAATCC 
Hybrid-Primer: ACTACGTGCCAGCAGCCGCAAGTCA- 
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GATGTGAAATCC 

1.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

[0029] Mit Hybrid-Primer und Ruckwarts-Primer wird 
eine PCR unter Verwendung von E. coli DNA als Template 
durchgefuhrt. 

[0030] Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 ,ul 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 |uMol/Ansatz 
Puffer: 5 ^1 10 X Taq-Puffer 
Template: 1 ng E. coli DNA 

Taq-Polymerase: 1 .25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 

stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosy stems) 
Temperaturprofil: initiate Denaturierung: 10 min 95°C 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95 °C 
Annealing und Extension: 1 min 66°C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 66°C 

[0031] Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der 
DNA-Polymerase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 
229 Basenpaare) in die Smal-SteUe von pUC18 kloniert. 

1 .2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: ACTACGTGCCAGCAGCC 
Riickwarts-Primen GGACTACCAGGGTATCTAATCC 
[0032] Mit diesen Primern wird eine Serie von PCR 

durchgefuhrt. 

[0033] Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 

350 Molekiile Standard 
5-1000 Bakterien-Zellen 

Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (229 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (294 Basenpaare) 

1.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

1.3.1. Auftrennung der Produkte von 1.2. auf 2% Agarose- 
gel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte 

1.3.2 

[0034] (Bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 
Aliquote erfolgt Bindung an mit Streptavidin beschichtetes 

ReaktionsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit 
NaOH, Hybridisierung mit je einer Digoxigenin-mai'kierten 
DNA-Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Bakterien-DNA und Standard gemeinsam ist (DIG- 
GCTCAGGTGCGAAAGCGTGG) und 
cine die an die Scqucnzbindct, die im PCR-Produkt von 
Bakterien-DNA, nicht aber im P(]R-Produkt vom Standard 
vorhanden ist (DIG-CGGAGGGTGCAAGCGTTAATC). 
[0035] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 
Enzyme-linked Oligonukleotide Sorbent Assay (ELOSA) 
unter Verwendung Peroxidase- gekoppelter Anti-DIG-Anti- 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 
thos). 
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1.4. Erstellen einer Eichkurve 

[0036] Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmen- 
gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
terienzahl (unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S 5 
rRNA-Gens je Bakteriengenom). 

1.5. Quantitative Bestimmung von Eubakterien 

wie unter 1.2 aber anstelle der E. coli-Zellen 2 jil bakterien- 10 
haltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 1.3. 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Produkt- 
mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (1.4.). 

15 

2. Verfahren zur quantitativen Bestinunung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fiir 
Streptococcus mutans 

Vorv^^arts-Primer: GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAA- 20 
AAGGCTA 

Riickwarts-Primer: GCGTTAGCTCCGGCACTAAGCC 
Hybrid-Primer: GCGTTAGCTCCGGCAC- 
TAAGCCGCTACCCACGCTTTCGAGC 



25 



2.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 



[0037] Mit Hybrid-Primer und Vorwarts-Primer wird eine 
PGR unter Verwendung von Streptococcus mutans DNA als 
Template durchgefuhrt. 30 
[0038] Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 |il 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMoVAnsatz 

Magnesiumchlorid: 0,1 /iMol/Ansatz 35 

Puffer: 5 il 10 x Taq-Puffer 

Template: 1 ng Streptococcus mutans DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosj^- 

stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 40 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95°C 

Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95 
Annealing: 1 min 55°C 

Extension: 1 min 72°C 45 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C 

[0039] Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der 
DNA-Polymerase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 
217 Basenpaare) in die Smal-SteUe von pUC18 kloniert. 50 

2.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorw^arts-Primer: GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAA- 
AAGGCTA 55 
Ruckwarts-Primer:GGGTTAGCTCCGGCACTAAGCG 
[0040] Mit diesen Primem wird eine Serie von PGR 
durchgefuhrt. 

[0041] Reaktionsbedingungen: wie obcn, aber 

Template: 60 

350 Molekule Standard 

5-1000 Zellen Streptococcus mutans 

Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 

Produkte: Standard (217 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 

dukt (282 Basenpaare) 65 



2.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

2.3.1. Auftrennung der Produkte von 2.2. auf 2% Agarose- 
gel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte 

2.3.2 

[0042] (Bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgef^B (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Streptococcus mutans-DNA und Standard gemeinsam ist 
(DIG-CGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGC) und 
eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von 
Streptococcus mutans-DNA, nicht aber im PCR-Produkt 
vom Standard vorhanden ist 

(DIG-GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG). 

[0043] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 
Enzyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) 
unter Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Anti- 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 
thos). 

2.4. Erstellen einer Eichkurve 

[0044] Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmen- 
gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
terienzahl (unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S 
rRNA-Gens je Bakteriengenom). 

2.5. Quantitative Bestimmung von Streptococcus mutans 

wie unter 2.2 aber anstelle der Streptococcus mutans-Zellen 

2 pi bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 2.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Produkt- 

mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (2.4.). 

3. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fiir Ac- 
tinobaciUus actinomycetemcomitans 

Vorwarts-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAG 
Riickwarts-Primer: TGACGGGCGGTGTTACAAGG 
Hybrid-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAGCA- 
CAAGCGGTGGAGCATGTGG 

3.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

[0045] Mit Hybrid-Primer und Riickwartssprimer wird 
eine PCR unter Verwendung von Actinobacillus actinomy- 
cetemcomitans DNA als Template durchgefiihrt. 
[0046] Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 pi 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 fjMol/Ansatz 
Puffer: 5 ^1 10 x Taq-Puffer 

Template: 1 ng Actinobacillus actinomycetemcomitans 
DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Theniiocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
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Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95"C 

Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°C 
Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72°C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C 

[0047] Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der 
DNA-Polymerase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 
473 Basenpaare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

3.2. Ermittlung einer Eichkurve 



3.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

3.3.1. Auftrennung der Produkte von 3.2. auf 2% Agarose- 
gel, Anfarben mit Ethidiunibromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte 

3.3.2 



3.5. Quantitative Bestimmung von Actinobacillus actino- 
mycetemcomitans 



4. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fur 
Porphyromonas gingivalis 

5 Vorwarts-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGACTGATG 
Riickwarts-Primen CCTTCAGGTACCCCCGACT 
Hybrid-Primcn GGGATTGAAATGTAGATGACT- 
C}AT(}TCA(}GTCX}T(KXX}TC}A(} 

10 4.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 



Vorwarts-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAG 
Ruckwarts-Primer: TGACGGGCGGTGTGTACAAGG 15 
[0048] Mit diesen Primern wird eine Serie von PGR 
durchgefiihrt, 

[0049] Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekiile Standard 

5-1000 Zellen Actinobacillus actinomycetemcomitans 20 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (473 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (547 Basenpaare) 



25 



30 



[0050] (Bei Verwendung des Vorw arts-Primers in 5'-bioti- 
nylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei Ali- 
quote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reaktions- 35 
gefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hybridi- 
sierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA-Sonde, 
eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Actinobacillus actinomycetemcomitans-DNA und Standard 
gemeinsam ist 40 
(DIG-GCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAACCCXj)und 
eine die an die Sequenzbindet, die im PGR-Produkt von Ac- 
tinobacillus actinomycetemcomitans-DNA, nicht aber im 
PGR-Produkt vom Standard vorhanden ist 
(DIG-GTTTTAAGGTTGGGGGGGTAGTGGG) . 45 
[0051] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 
Enzyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) 
unter Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Anti- 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 50 
thos). 

3.4. ErsteUen einer Eichkurve 

[0052] Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmen- 55 
gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
terienzahl (unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S 
rRNA-Gens je Bakteriengenom). 



60 



wie unter 3.2 aber anstelle der Actinobacillus actinomyce- 

temcomitans-Zellen 2 yd bakterienhaltige Probe. 
Behandlung der PGR-Produkte wie unter 3.3. 65 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PGR-Produkt- 
mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (3.4.). 



[0053] Mit Hybrid-Primer und Riickwartssprimer wLrd 

eine PGR unter Verwendung von Porphyromonas gingivalis 

DNA als Template durchgefiihrt. 

[0054] Reaktionsbedingungen: 

Ansatzvolumen: 50 ,ul 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 

dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magnesiumchlorid: 0,1 fiMol/Ansatz 

Puffer: 5 ^1 10 x Taq-Puffer 

Template: 1 ng Porphyromonas gingivalis DNA 

Taq-Polymerase: 1 .25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 

stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosy stems) 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95°G 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°C^ 
Annealing: 1 min 55 °G 
Extension: 1 min 72°G 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°G 

[0055] Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der 

DNA-Polymerase I wurde das PGR-Produkt (= Standard, 
400 Basenpaare) in die Smal-S telle von pUG18 kloniert. 

4.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGAGTGATG 
Riickwarts-Primen CCTTCAGGTACGGGGGACT 
[0056] Mit diesen Primern wird eine Serie von PGR 
durchgefuhrt. 

[0057] Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 

350 Molekule Standard 
5-1000 Zellen Porphyromonas gingivalis 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (400 Basenpaare), Bakterien-PGR-Pro- 
dukt (499 Basenpaare) 

4.3. Quantitative Bestimmung PGR-Produkte 

4.3.1. Auftrennung der Produkte von 4.2. auf 2% Agarose- 
gel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte 

4.3.2 

[0058] (Bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5'-bio- 
tinyHcrtcr Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwci 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Porphyromonas gingivalis-DNA und Standard gemeinsam 
ist 

(DIG-GTTTTAAGGTTGGGGGGGTAGTGGG) und 

eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von Por- 
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phyromonas gingivalis-DNA, nicht aber im PCR-Produkt 

vom Standard vorhanden ist 

(DIG-GCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAACCCG). 
[0059] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 5 
Enzyme- linked Oligonukleotide Sorbent assa}^ (ELOSA) 
untcr Vcrwcndung Pcroxidasc-gckoppcltcr Anti-DIG-Anti- 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 
thos). 

10 

4.4. Erstellen einer Eichkurve 

[0060] Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmen- 
gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
terienzahl (unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S 15 
rRNA-Gens je Bakteriengenom). 

4.5. Quantitative Bestimmung von Porphyromonas gingiva- 
lis 

20 

wie unter 4.2 aber anstelle der Porphyromonas gingivalis 
Zellen 2 jul bakterienhaltige Probe. 
Behandlung der PCR-Produkte wie unter 4.3. 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Produkt- 
mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (4.4.). 25 

5. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fiir 
Prevotella intermedia 

30 

Vorvs^arts-Primer: AACGGCATTATGTGCTTGCAC 
Ruckwarts-Primer: CTCAAGTCCGCCAGTTCGCG 

Hybrid-Primer: 

CTCAAGTCCGCCAGTTCGCGCCTGGACCTTCCGTA- 
TTACC 35 

5.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

[0061] Mit Hybrid-Primer und Vorwartssprimer wird eine 

PGR unter Verwendung von Prevotella intermedia DNA als 40 

Template durchgefiihrt. 

[0062] Reaktionsbedingungen: 

Ansatzvolumen: 50 |il 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 

dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 45 
Magnesiumchlorid: 0,1 jiMol/Ansatz 
Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng Prevotella intermedia DNA 
Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 50 
Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95°C 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°G 

Annealing: 1 min 60°G 55 
Extension: 1 min 72^G 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°G 

[0063] Nach Behandlung mit Klcnow-Fragmcnt der 
DNA-Polymerase I wurde das P(]R-Produkt (= Standard, 60 
502 Basenpaare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

5.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorv^^arts-Primer: AAGGGCATTATGTGGTTGGAC 65 
Ruckwarts-Primer: GTCAAGTCCGGGAGTTGGGG 
[0064] Mit diesen Primem wird eine Serie von PGR 
durchgefuhrt. 



[0065] Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 

350 Molekiile Standard 

5-1000 Zellen Prevotella intermedia 

Themiocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 

Produkte: Standard (502 Basenpaare), Bakterien-PGR-Pro- 

dukt (489 Basenpaare) 

5.3. Quantitative Bestimmung PGR-Produkte 

5.3.1. Auftrennung der Produkte von 5.2. auf 2% Agarose- 
gel, An&ben mit Ethidiumbromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte 

5.3.2 

[0066] (Bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaiS (Mikrotiterpiatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Prevotella intermedia-DNA und Standard gemeinsam ist 
(DIG-GGAGGGAGGAGTGAGGAATATTGGTGAATGG) 
und 

eine die an die Sequenzbindet, die im PC^R-Produkt von Pre- 
votella intermedia-DNA, nicht aber im PGR-Produkt vom 
Standard vorhanden ist 

(DIG-GGGGGTCTGTTAAGGGTGTTGTGAAATT- 
TAGG). 

[0067] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 
Enzyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) 
unter Verwendung Peroxidase- gekoppelter Anti-DIG-Anti- 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 
thos). 

5.4. Erstellen einer Eichkurve 

[0068] Auftragen des Quotienten der PGR-Produktmen- 

gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
terienzahl (unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S 
rRNA-Gens je Bakteriengenom). 

5.5. Quantitative Bestimmung von Prevotella intermedia 

wie unter 5.2 aber anstelle der Prevotella intermedia Zellen 
2 |il bakterienhaltige Probe. 
Behandlung der PGR-Produkte wie unter 5.3. 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PGR-Produkt- 
mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (5.4.). 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fur Ei- 
kenella corrodens 

Vorwarts-Primer: GGATTAGGTGTTGGGGAAGTT 
Riickwarts-Primcn AGGGTGTGTAGGGACGATTGTAT 
Hybrid-Primer: ACX:CTCT(jTAC(X}ACX:ATT(jTA- 
TAGGTTGGTGGGGTTTGTG 

6.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

[0069] Mit Hybrid-Primer und Vorwartssprimer wird eine 
PGR unter Verwendung von Eikenella corrodens DNA als 
Template durchgefuhrt. 
[0070] Reaktionsbedingungen: 



DE 197 32 086 C 2 



13 



14 



Ansatzvolumen: 50 |il 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 /iMol/Ansatz 

Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 5 
Template: 1 ng Eikenella corrodens DNA 
Taq-Polymcrasc: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Bios}^- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95°C 10 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95 °C 
Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72^C 

Anzahl: 40 15 
Final Extension: 10 min 72"C 

[0071] Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der 
DNA-Polymerase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 
359 Basenpaare) in die Smal-SteUe von pUC18 kloniert. 

20 

6.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Von^^arts-Primer: CGATTAGCTGTTGGGCAACTT 
Ruckwarts-Primer: ACCCTCTGTACCGACCATTGTAT 
[0072] Mit diesen Primem wird eine Serie von PGR 25 
durchgefuhrt. 

[0073] Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 

350 Molekule Standard 

5-1000 Zellen Eikenella corrodens 30 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (359 Basenpaare), Bakterien-PGR-Pro- 
dukt (410 Basenpaare) 



6.3. Quantitative Bestimmung PGR-Produkte 

6.3.1. Auftrennung der Produkte von 6.2. auf 2% Agarose- 
gel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometrische 
Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte 

6.3.2 



35 



40 



[0074] (Bei Verw^endung des Riickwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 45 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Eikenella corrodens-DNA und Standard gemeinsam ist 50 
(DIG-AAGGGGAAGAAGGTTAGGTGGTGTTGAGATG) 
und 

eine die an die Sequenzbindet, die im PGR-Produkt von Ei- 
kenella corrodens-DNA, niclit aber im PGR-Produkt vom 
Standard vorhanden ist 55 
(DIG-GGATGAGGTGAAGTGGTGATGGGGGTTATG). 
[0075] AnschlieBende absorptionsphotometrische quanti- 
tative Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels 
Enzyme-linked Oligonuklcotidc Sorbcnt assa}^ (ELOSA) 
unter Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DKi-Anti- 60 
korper; Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (An- 
thos). 



6.4. ErstelLen einer Eichkurve 

[0076] Auftragen des Quotienten der PGR-Produktmen- 
gen von Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bak- 
Lerienzahl (unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S 



65 



rRNA-Gens je Bakteriengenom). 

6.5. Quantitative Bestimmung von Eikenella corrodens 

wie unter 6.2 aber anstelle der Eikenella corrodens Zellen 
2 |il bakterienhaltige Probe, 
Behandlung der PGR-Produkte wic unter 6.3. 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PGR-Produkt- 
mengen von Standard und Probe mittels Eichkurve (6.4.). 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Strep- 
tococcus mutans dadurch gekennzekhnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 
in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 
gegeben wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 
enthalt, die 

an fiir Streptococcus mutans spezifischen Teilsequen- 
zen im 16S-rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 

DNA enthalt, 

die in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Ver- 
wendung von Vorwarts-Primer und einem Hybrid-Pri- 
mer, der 

an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Riick- 
warts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 

mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 

initiale Denaturierung: 10 min 95 "G, Denaturierung: 

1 min 95"G, Annealing: 1 min 55"G, Extension: 1 min 

72°G, Final Extension: 10 min 72°G 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 

weder 

nach Auftrennung der Amphfikate in der Agarosegel- 
elektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidium- 
bromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PGR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

2. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Actin- 
obacillus actinomycetemcomitans dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 

in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 

gegeben wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 

cntlialt, 

die an fiir Actinobacillus actinomycetemcomitans spe- 
zifischen Teilsequenzen im 16S rRNA-Gen binden, 
und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, 

die in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Ver- 
wendung von Riickwarts-Primer und einem Hybrid- 
Primer, 

der an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
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bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Vor- 

warts-Priniers tragt, hergestellt wurde 

und der an sich bekannte, fur die PGR erforderliche 

Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 5 

mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 

initialc Dcnaturicrung: 10 min 95°C, Dcnaturicrung: 

1 min 95°C, Annealing: 1 min 55°(^ Extension: 1 min 

72°C, Final Extension: 10 min 72°C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 10 

weder 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegel- 
elektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidium- 
bromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 15 
biotinylierter Form nach Immobilisieren aii fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 20 
pelter Anti-DIG-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PGR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 25 
Menge der Probe emiittelt wird. 

3. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Por- 
phyromonas gingivalis dadurch gekennzeichnet, daB 
eine biologische Probe entnommen wird, 

in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 30 
gegeben wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer 
enthalt, 

die an fiir Porphyromonas gingivaUs spezifischen Teil- 
sequenzen im 16S rRNA-Gen binden 
und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 35 
DNA enthalt, 

die in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Ver- 
wendung von Riickwarts-Primer und einem Hybrid- 
Primer, der 

an eine Basenfolge innerhalb der mit \forwarts- und 40 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Vor- 
warts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fur die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 45 
der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 min 95°G, Denaturierung: 
1 min 95°G, Annealing: 1 min SS^'C, Extension: 1 min 
72°G, Final Extension: 10 min 72°G 50 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegel- 
elektrophorese und DNA-Faibung mittels Ethidium- 
bromid durch Videodensitometrie oder 55 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schicdcnc Produktsequenzen bindende, Digoxigcnin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 60 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschheBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 65 
zum PGR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

4. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Pre- 
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votella intermedia dadurch gekennzeichnet, daB 
eine biologische Probe entnommen wird, 
in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 
gegeben wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 
enthalt, die 

an fiir Pre votella intermedia spezifischen Teilsequen- 
zcn im 16S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, 

die in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Ver- 
wendung von Vorwarts-Primer und einem Hybrid-Pri- 
mer, der 

an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5 -Ende die Sequenz des Riick- 
warts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 

mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 

initiale Denaturierung: 10 min 95 °G, Denaturierung: 

1 min 95°C, Annealing: 1 min 60°G, Extension: 1 min 

72T; Final Extension: 10 min 72°G 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 

weder 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegel- 
elektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidium- 
bromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5 - 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PGR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

5. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eike- 

nella corrodens dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 

in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 

gegeben wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer 

enthalt, die 

an fur Eikeneha corrodens spezifischen Teilsequenzen 
im 16S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, 

die in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Ver- 
wendung von Vorwarts-Primer und einem Hybrid-Pri- 
mer, der 

an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5 -Ende die Sequenz des Ruck- 
warts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 min 95 °G, Denaturierung: 
1 min 95°G, Annealing: 1 min 55°G, Extension: 1 min 

72°G, Final Extension: 10 min 72°G 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 

weder 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegel- 
elekLrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidium- 
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bromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 5 
markierte Sonden mittels Enzyme- linked Oligonukleo- 
tidc Sorbcnt Assay untcr Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DI(j-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 10 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe emiittelt wird. 

6. Verfahren zur quantitadven Bestimmung von Eu- 
bakterien nach den Anspriichen 1 bis 5 in ihrer Summe, 15 
dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 

in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PGR 

gegeben wird, 

der Vorwarts- und Riickwarts-Primer enthait, 20 
die an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien hochkon- 

servierte Teilsequenzen binden, 

und der eine definierte Menge einer Standard-DNA 
enthait, 

die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter Ver- 25 
wendung von Vorwarts- oder Riickwarts-Primer und 
einem Hybrid-Primer, 

der an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Vor- 30 
warts-, oder Ruckwarts-Primers tragt, hergestellt wor- 
den sind 

und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthait, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe wie- 35 
derholt einem Temperaturregime unterworfen wird 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder 

nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarosegel- 
elektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidium- 40 
bromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 45 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verw^endung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 50 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PGR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 

Menge der Probe ermittelt wird. 

7. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien nach Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, daB die fiir die Primerbindung benutzten in 
16S rRNA-Genen von Eubakterien hochkonservierten 
Teilsequenzen 282 Basenpaare voneinander entfernt 
sind. 

8. Verfahren nach Anspriichen 1 bis 7, dadurch ge- 60 
kennzeichnet, daB die Menge Standard-DNA mit Hilfe 
bekannter absorptionsphotometrischer Methoden 
vorab bestimmt wird und zur erwarteten Menge Bakte- 
rien-DNA in der Probe korreliert wird. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 65 
1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Hybrid-Pri- 
mer an eine Basenfolge innerhalb der mit Vorwarts- 
und Ruckwarts-Primer an E. coli DNA amplifizierten 
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Templatesequenz bindet und an seinem 5 -Ende die Se- 
quenz des Vorwarts- oder Riickw arts -Primers tragt. 
10. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB die quantifizierten Bakterien im 
tierischen oder menschlichen Verdauungstrakt vor- 
kommen. 
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